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論文内容の要旨 
 
 地球上の全ての生物にとって必要不可欠な太陽の光は有害な紫外線を含んでいる。紫外線は、
細胞のDNAのピリミジンが2つ連続したところにCyclobutane Pyrimidine Dimer (CPD)とpyrimidine 
[6-4] pyrimidone photoproduct（6-4PP）という2種類の損傷を形成し（図１。 紫外線によって生じる
20種類以上のDNA損傷のうち、70-80％をCPD、20-30％を6-4PPが占める）、突然変異や致死を
もたらす。 
 
図１.DNA 上の２つのピリミジン（TC：チミンとシトシン）の間に生じた Cycrobutane Pyrimidine Dimer (CPD)と
pyrimidine [6-4] pyrimidone photoproduct（6-4PP） 
 
太陽の光を受けて光合成を行う必要のある植物は、常に紫外線による脅威にさらされ続けている。
植物では光回復という DNA 修復の機構が、主に CPD と 6-4PP を修復する。光回復は紫外線と
同様に太陽から供給される可視光を利用して、紫外線によって形成された損傷を修復する。つま
り、紫外線によって DNA 損傷が形成されると同時に、太陽の可視光のエネルギーを利用して、
DNA 損傷を修復することができる。光回復は光回復酵素というタンパク質によって行われる。光
回復酵素には CPD 光回復酵素と 6-4 光回復酵素の２種類があり、それぞれ CPD と 6-4PP に対
して特異的に結合し、続いて可視光が照射されるとタンパク質の中の還元型の Flavin Adenine 
Dinucleotide (FAD)が、電子を CPD もしくは 6-4PP に供与し元の２つのピリミジンに戻す（図２）。 
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 図2.光回復の仕組み 
（左）CPD 光回復酵素（右）6-4 光回復酵素。可視光（300-500 nm）の照射によって光子が folate の一種、
methenyltetrahydrophorate (MTHF)に吸収された後、このエネルギーが flavin の一種 Flavin Adenine Dinucleotide 
(FAD)に移る。活性化した FAD（図中の★FADH-）から CPD の cycrobutane ring へ（左）、または 6-4PP の oxetane ring
に（右）電子が供給され架橋構造を解消する。 
 
 植物において光回復酵素の欠損は、紫外線による大幅な生長の抑制と種子の数の減少を引き
起こす。光回復が紫外線による DNA 損傷のほとんどを修復し、他の DNA 修復系も存在するの
だが活性が相対的に低く十分に機能しないためである。大腸菌等のように生存のために直接可
視光を浴びる必要のない生物では、これとは逆に光回復以外の修復系が発達しており、中には
ヒトのように光回復酵素を持たないものすら存在する。植物において、紫外線と同様に太陽から
供給される可視光を利用する DNA 修復系が発達してきたのは、常に光合成のために太陽の光
を浴び続けなくてはならないためであると考えられる。現在植物で光回復の存在が確認されてい
るものは多数存在するが、遺伝子がクローニングされているものは非常に少ない。特に人類全体
にとって重要な植物である穀類では、一つとしてクローニングされていない。 
 本研究では、新たに開発した希釈 PCR 法を用いて、数年に渡り試み続けられてきたイネ（ササ
ニシキ）CPD 光回復酵素遺伝子の cDNA のクローニングを成功させた。希釈 PCR 法は、pooled 
PCR 法と同じく、PCR を用いてライブラリのスクリーニングを行うが、膨大な操作を必要とする
sublibrary の作成を行う必要が全くない。このため比較的短時間（1〜２週間程）で目的の cDNA
をクローニングすることができた。クローニングされたイネの cDNA の配列は、現在公開されてい
るイネのゲノム配列の中に確認されたことにより、約 3.6kbp の領域にわたってコードされており、
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10 のエクソンから構成されていて、このうちエクソンの１番目と２番目の GC content が非常に高く
なっていることが分かった。イネ科の植物のストレス応答に関わる遺伝子にはしばしばこのような
多くのエクソンから構成されるという特徴が見られるので、CPD 光回復酵素もなんらかのストレス
によって発現が誘導されることが予測される。また、クローニングの課程において、2 種類の
cDNA クローンが得られたことにより 3.6 kbp の同じゲノム領域から 1912 nt と 1908 nt の 2 種類の
mRNA が転写されている可能性が推測された。DNA 配列を解析した結果、1908 nt の mRNA は、
506 アミノ酸のタンパク質をコードしており、1912 nt の mRNA は前者との途中の 4bp の違いにより
C 末端の 142 アミノ酸が欠失した、364 アミノ酸からなるタンパク質をコードしていることが分かった。
2 つの cDNA を紫外線感受性の大腸菌に導入し、紫外線を照射した後に可視光を照射すると、
1908 bp の cDNA は可視光を照射する前よりも生存率を上昇させたが、1912 bp の cDNA は上昇
させなかった。506 アミノ酸のタンパク質を精製し、紫外線を照射して CPD・6-4PP を形成させた
DNA に加えて可視光を照射し in vitro での光回復を行った。DNA 上の CPD と 6-4 の量をそれ
ぞれの抗体を用いて ELISA で検出すると、CPD の除去のみが確認された。イネ細胞から RNA
を抽出し RT-PCR を用いて転写量を比較したところ、506 アミノ酸と 364 アミノ酸の mRNA は同じ
程度であることが判明した。また、506 アミノ酸はアミノ酸配列の比較の結果、光回復酵素／青色
光受容体ファミリーの中で比較的高等な生物（魚類、昆虫、両生類、シロイヌナズナ、キュウリ等）
の CPD 光回復酵素群と高い相同性を持ち、ファミリーの中で class II CPD 光回復酵素に分類さ
れることが分かった。 
 情報の乏しい class II の CPD 光回復酵素の活性中心についての解析を行うために、イネの豊
富な品種を利用して次のようなアプローチを行った。ササニシキに比較して紫外線感受性の 3 品
種、農林１号、surjamkhi、gulfmont から既にクローニングした CPD 光回復酵素遺伝子を利用し、
それぞれから発現されるタンパク質のアミノ酸配列を予想した。その結果、農林１号型では、ササ
ニシキ型の 126 番目の Gln が Arg になっており、surjamkhi 型は 126 番目の Gln が Arg への変
異に加え 296 番目の Gln が His になっており、gulfmont 型は 126 番目と 296 番目の変異に加え
255 番目の Gly が Ser になっており、さらに 475 番目以降の 31 アミノ酸が１塩基の抜けるフレーム
シフトのために、全く異なる 7 アミノ酸に変異している。ササニシキ型と surjamkhi 型の 2 つを組み
合わせて作成したササニシキ型に、296 番目の Gln が His の変異のみを導入した“ササ-jamkhi
型”を作成し（博士論文、結果“7.光回復酵素の活性中心の解明”参照）、これを含めた 5 種類の
アミノ酸配列の異なる各 CPD 光回復酵素遺伝子を、紫外線感受性の大腸菌に導入し紫外線抵
抗性に対する影響を観察したところ、ササニシキ型と農林１号型が最も生存率を上昇させた。
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surjamkhi 型とササ-jamkhi 型は前者よりも上昇の割合が低く、gulfmont 型はほとんど光回復活性
が見られなかった。精製したタンパク質を 30 mer の CPD を含む DNA と混合しゲルシフトアッセイ
によって結合力を比較したところ、ササニシキ型が最も強く、農林１号型がこれよりもわずかに低く、
surjamkhi 型と gulfmont 型はほとんど結合が認められなかった。以上の結果より、CPD の結合に
関わるアミノ酸は 296 番目の Gln、そして多少ではあるが 126 番目の Gln も影響を与えていると
考えられる。296番目のGlnはイネ、シロイヌナズナ、キュウリ、Chlamydomonasで相同性を比較し
た場合に全ての CPD 光回復酵素で共通して観察される保存性の高いアミノ酸残基である。以
上のことから 296 番目の Gln は class II CPD 光回復酵素の CPD への結合に関わる活性中心で
あると考えられる。 
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論文審査結果の要旨 
 
 太陽紫外線は、生物エネルギー獲得や、生育に必須である反面、ガンや老化促進など負の側面も持つ。後者は、
紫外線領域の波長が DNA に損傷を作ることに起因している。紫外線の負の作用に対して、多くの生物は修復酵素
を持つことで対応している。ヒトなどでは紫外線損傷の修復酵素欠損症は、ガンの罹患率が非常に高く、早老症を呈
することからもその重要性が理解できる。廣内篤久は、紫外線損傷を可視光線を利用して修復する、光回復酵素をイ
ネからクローニングし、作用機構を明らかにする研究を行った。植物での修復研究が遅れていること、その成果は穀
類の生産向上に寄与する可能性があるからでもある。廣内篤久は通常の方法でイネ光回復酵素遺伝子のクローニン
グを試みたが失敗に終わった。そこで、従来の方法の問題点を克服するために、新しい方法として希釈 PCR 法を開
発し、再度試みたところ、1912 bp の cDNA 断片をクローニングし、その中に 1518 bp の ORF を得ることができた。こ
の遺伝子を用いて解析したところ、1) 506 アミノ酸の光回復酵素タンパク質は、ピリミジン 2 量体を可視光線を利用し
て修復する活性がある、2) 光回復酵素タンパク質はフラビンを光吸収物質として持つ、3) 2 種類の mRNA が同じ遺
伝子から転写されている、3) 遺伝子 5’領域の GC content は 75%を越えており、イネ科植物ストレス応答遺伝子の特
徴と一致している、4) 進化的には、光回復/青色反応酵素群の中で、class II 光回復酵素の中に位置している、5) 光
回復酵素タンパク質は核に局在する、等の特質を明らかにした。さらに廣内篤久は酵素の作用機構を明らかにする
目的で、在来イネ種の中で紫外線感受性が異なる種、ササニシキ、農林 1 号、surjamkhi、gulfmont、から cDNA をク
ローニングし、光回復酵素を精製して調べたところ、DNA 損傷への結合活性及び損傷修復活性が共にササニシキ、
農林 1 号、surjamkhi、gulfmont、の順番に弱くなることが分かった。酵素活性の強弱と植物体の紫外線感受性とが一
致した例である。酵素 126 番目と 296 番目の Gln がこの違いに関わっている。 
 これらの成果は、酵素の作用機構を明確に説明するだけでなく紫外線耐性イネ作成に大きく貢献することが期待で
き、廣内篤久が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。したがって，廣
内篤久提出の論文は，博士（生命科学）の学位論文として合格と認める 
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